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RESUMO

OLIVEIRA NETO, Mario José, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2019. Analise de redes extracelulares de neutréfilos (NETs), autofagia e
apoptose desencadeados por virus Zika. Orientador: Sergio Oliveira de Paula.
Coorientador: Roberto Sousa Dias.

O virus Zika (ZIKV) apresenta tendéncia de migracbes para 6rgaos imuno
privilegiados no qual tem a capacidade de se replicar e gerar doengas graves. O virus
nesses locais, sem a presenga de neutréfilos, se replica e ativa vias de escape. A
imunidade inata atua em resposta as doencas virais pela formacdo de redes
extracelulares de neutréfilos (NETs) que usam as vias de autofagia para promover a
destruicao de virus impedindo o escape viral por meio da apoptose. O objetivo desse
trabalho foi mostrar a agdo das redes extracelulares de neutréfilos em virus Zika,
avaliando se as mesmas sao capazes de ativar as vias estresse oxidativo e autofagia
necessaria para a ativagao e destruicao viral e se apoptose interfere nesse processo.
Foram coletados neutréfilos de nove doadores saudaveis, purificados e avaliados por
imuno marcacao, FACS (Citometria de fluxo), leitor de fluorescéncia para avaliar a
presenca de NETs, autofagia, estresse e vias de sinalizacao, e apoptose estimulados
pelo virus Zika ou ndo. Os resultados mostraram que ocorre formacao de NETs pela
formacao de estruturas visiveis ao microscopio, com a presenca de autofagia. A
quantificacdo de estresse oxidativo e peroxidase também confirma a ocorréncia de
NETs ex vivo induzidas por ZIKV em neutréfilos humanos, e a sinalizacao de duas
horas das proteinas p-ERK e p-AKT mostram que n&o ocorre escape viral. A via de
apoptose foi observada apenas de forma basal no grupo controle e no grupo que
recebeu ZIKV o que indica que ndo ocorre escape viral em neutréfilos. O presente
estudo demonstra que em neutréfilos existe um eficiente sistema de resposta ao virus,
e pode-se concluir que o virus zika estimula os neutréfilos a ativarem as vias de
estresse, autofagia, e de NETSs, pela sinalizacdo p-Erk e que ndo ocorre vias de

escape viral em neutréfilos humanos infectados com ZIKV.

Palavras-chave: Zika. NETs (redes extracelulares de neutréfilos). Autofagia.
Apoptose.



ABSTRACT

OLIVEIRA NETO, Mario José, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October 2019.
Analysis of neutrophil extracellular traps (NETs), autophagy and apoptosis
triggered by Zika virus. Adviser: Sergio Oliveira de Paula. Co-adviser: Roberto
Sousa Dias.

The zika virus (ZIKV) shows a tendency for migrations to immune-privileged sites, in
which it has the capacity to replicate and generate serious diseases. The virus in these
sites without the presence of neutrophils replicates and activates escape routes. Innate
immunity presents a described form to combat viral diseases by the formation of
neutrophil extracellular Traps (NETSs) that use the autophagy pathways to promote the
destruction of viruses by preventing viral escape through apoptosis. The aim of this
work was to show the action of neutrophil extracellular Traps, evaluating if they are
capable of activating the oxidative stress and autophagy pathways necessary for viral
activation and destruction and if apoptosis interferes with this process. Neutrophils
were collected from nine healthy donors, purified and evaluated by
Immunofluorescence, FACS, fluorescence reader to evaluate the presence of NETSs,
autophagy, stress and signaling pathways, and apoptosis. The results showed that
NETs occur through the formation of microscopically visible structures; histone H4
acetylated Immunofluorescence and DNA webs with the presence of viral protein, and
these pathways present LC3 A / B marking thus occurring together with autophagy.
The quantification of oxidative stress and peroxidase also confirms the occurrence of
ex vivo NETs induced by zika on human neutrophils, and the 2-hour signaling of the p-
ERK and p-AKT proteins show that no viral escape occurs. The apoptosis pathway
was observed only at baseline in the control group and in the ZIKV group, which
indicates that there is no viral escape in neutrophils. Previous research shows that for
the occurrence of symptoms generated by ZIKV, migration to immune-privileged sites,
stress suppression, and p-erk and p-AKT pathways in monocytes or precursors of
neurons is necessary. The present study shows that in neutrophils there is a virus-
fighting efficiency system, and we can conclude that zika virus stimulates neutrophils
to activate the stress pathways, autophagy, and NETs, by p-Erk signaling and that
there is no viral escape pathway in human neutrophils infected with ZIKV.

Keywords: Zika. Neutrophils extracellular traps. Autophagy. Apoptosis.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Redes Extracelulares de Neutroéfilos (NET)

A resposta dos neutréfilos a presenga de patdogenos se da por degranulagéo,
fagocitose, geracdo de espécies reativas de oxigénio ou formacdo de redes
extracelulares de neutréfilos NETs (Neutrophil Extracellular Traps) (BRINKMANN et
al., 2004; FIDELES et al., 2015). Este ultimo é efetivo para captura e destruicao do
virus HIV in vitro (Saitoh et al., 2012), dos virus H1N1, poxvirus in vivo (Narasaraju et
al., 2011;Jenne et al., 2013) e dengue, podendo estar associado ao agravamento da
inflamacéo em criangas com bronquite aguda causada pelo Virus Sincial Respiratério
(RSV) (Funchal et al., 2015) e na manifestacdo mais severa da febre do dengue
(OPASAWATCHAI et al., 2019). Foi evidenciado que por acdo das NETs os virus
podem ser eliminados, sendo descrito o mecanismo envolvendo a NADPH oxidase,
com consequente liberacao de espécies reativas de oxigénio(JENNE et al., 2013b).

A formagado das NETs inicia-se por estimulos que ativam vias AKT/mTOR
(Proteina Cinase B/“Mammalian Target of Rapamycin”) e/ou ERK (cinases reguladas
por sinal extracelulares), e a propagacao dos mesmos, em que os neutréfilos perdem
a integridade do envelope nuclear e se ativa a participacao das histonas, que sao
hipercitrulinadas para aumentar sua agao destrutiva sobre patégenos (FUCHS et al.,
2007; PAPAYANNOPOULOS, 2017a). Posteriormente, ocorre a perda da integridade
dos gréanulos da serino protease elastase neutrofilica (NE) e da mieloperoxidase
(MPO), o que permite a mistura dos componentes citoplasmaticos com os nucleares
e com os conteudos dos granulos (PAPAYANNOPOQULOS et al., 2010). Finalmente,
as NETs emergem das células através da membrana plasmatica guiadas pelo
citoesqueleto de actina (PAPAYANNOPOQULQOS; ZYCHLINSKY, 2009).

Hakkim e colaboradores (2011) demonstraram que os neutréfilos humanos
liberam as NETs em resposta ao PMA (Phorbol-12-miristato13-acetato) e produzem
ROS (espécies reativas de oxigénio) de uma maneira dependente de NADPH oxidase.
A rota segue a via da proteina cinase C (PKC) que culmina com a fosforilagdo por
meio das cinases Raf/MEK/ERK. Essa via é dependente da formagédo do superdxido
e é a principal rota da liberagao das NETs. Os inibidores de ERK1/2 e p38 ndo afetam
a geragcdo de superodxido, sugerindo que essas proteinas estdo em uma etapa
posterior a formacao do superdxido (via SOD2). A acdo da Nox2 € impedida por
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Difenileno-ioddnio (DPI) ou pelo seu analogo Difenil-iodénio (DIP), o qual ira inibir a
formacao das NETs somente pela via NOX dependente, mas néo afetara a outras
vias, 0o que sugere que a via da SOD2 é independente. Outros compostos
bloqueadores das vias da Raf-ERK-MAP cinase também inibem as NETs, como o
GW5074, inibidor da c-Raf cinase, e o U0126 inibidor da MEK (HAKKIM et al., 2011).

Outras proteinas, de outras rotas como GTPase da familia Rho, a RAC2
(familia GTPases da familia Rho, substrato 2 da toxina botulinica C3 relacionada com
Ras) e a AKT também participam e atuam em outras vias como a da autofagia
(GALLUZZI et al., 2012). A via de sinalizagdo da AKT quando inibida pelo XI (AKT-
inibidor) deflagra a apoptose, e pode ser uma maneira de conter os virus que escapam
das redes por meio da inibicdo do estresse (DOUDA et al., 2014). A participacédo da
AKT e das proteinas da autofagia nas NETs ainda n&o foi completamente esclarecida.
O que se sabe € que a autofagia € comumente associada as NETs, seja por um
processo de controle da via para ndo gerar alarminas, ou seja por meio dos
autofagolisossomos, componentes cruciais para a acao do complexo azuroma em
destruir os patégenos sem gerar inflamagcdo (PAPAYANNOPOULQOS, 2017;
REMIJSEN et al., 2011). A quantificagdo desses autofagolisossomos é feita por meio
de anticorpos MAPLC3A/B, sonda inibidora do trafego celular que marca organela
acida (MDC) ou sonda marcadora de lisossomos acidos lysotracker (BARTH; GLICK;
MACLEOD, 2010; KLIONSKY et al., 2016).

Na geracdo das NETs, os neutréfilos geralmente morrem, contudo, em alguns
casos, eles se mantém vivos quando estimulados e podem produzir NETs sem que
haja a netose (morte celular devido a formagdo das NETSs), liberando DNA
mitocondrial ou apenas de uma das lobulacdes. Esse processo seria uma NET parcial,
sugerida para patégenos menores (ROCHAEL et al., 2015; YOUSEFI et al., 2009).
Além disso, apesar de ndo envolver a morte das células na geracédo das NETSs, estas
foram geradas de uma maneira igualmente dependente de ROS, porém, por estresse
mitocondrial a partir da ativacdo da superdéxido dismutase 2 especifica das
mitocondrias (YOUSEFI et al., 2009a).

1.2Virus Zika (ZIKV)

O ZIKV foi isolado em Uganda no continente africano, na floresta do mesmo
nome do virus em 1947 (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Acredita-se que o
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ancestral comum desse virus tenha surgido ha cerca de mil anos, em um ciclo
infeccioso envolvendo primatas ndo-humanos e mosquitos. Somente ha algumas
centenas de anos a transmissdo para os seres humanos ocorreu de forma
independente (HOLMES; TWIDDY, 2003). A qual se da no Brasil através,
principalmente, de um mosquito vetor; do género Aedes, destacando a espécie Aedes
aegypti. A disseminacao por esses vetores e a vasta alternancia de virus que eles séo
capazes de transmitir tornam as areas tropicais endémicas do mosquito areas de risco
elevado para doencas virais graves, porém a Unica doenca (dentre as arboviroses)
capaz de ameacgar o desenvolvimento embrionario (efeito teratogénico) é a causada
pelo ZIKV. Portanto ele se torna o maior esfor¢o para a busca de vacina e o pior
cenario caso ocorra uma pandemia, devido a comprovada disseminagao por vias além
do mosquito, como o coito (JULANDER et al., 2017; SINGH et al., 2016).

O virus Zika pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, que inclui outros
virus de importancia médica, como virus da Febre Amarela, virus do Oeste do Nilo,
virus da Encefalite Japonesa e o virus Dengue (ALBARNAZ et al., 2014; BAI et al.,
2010; MURPHY; WHITEHEAD, 2011; SCATURRO et al.,, 2018). Sao virus
envelopados, Figura 1, cujo genoma consiste de um RNA fita simples, com
aproximadamente 11 kb, contendo uma Unica janela aberta de leitura a qual codifica
uma poliproteina precursora, que é processada por proteases virais e do hospedeiro,
dando origem a trés proteinas estruturais, a proteina capsidial (C), a glicoproteina do
envelope (E) e a proteina pré-membrana/membrana (prM/M), e sete proteinas néao
estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, as quais estdo envolvidas
no ciclo replicativo do virus (COSTA et al., 2007). As proteinas NS2B, NS3, NS4A,
NS4B atuam na resposta imunolégica de ZIKV subvertendo-a e regulando vias de
morte celular como autofagia e apoptose, promovendo o escape viral (ALBARNAZ et
al., 2014; HOU et al., 2017; MCLEAN et al., 2011; ZENG et al., 2016).
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Figura 1 - Caracterizacao do ZikV, envelopado, RNA polaridade ss + nao segmentado,
simetria icosaédrica, que apresenta uma poliproteina que é clivada em proteina E,
pré-M clivada por furinas, e proteinas nao estruturais NS1, e demais proteinas
imunogénicas envolvidas no escape, e NS5 polimerase.

Rna viral (ss
+) nao
segmentado

Capsideo

¥

JLenne« o

envelope) proteinas ndo estruturais envolvidas na replicagdo e medeiam a
resposta imune (NS1 mutada na cepa Brasil)
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2 REVISAO DE LITERATURA

As redes extracelulares de DNA atuam como um mecanismo celular na defesa
do organismo contra patégenos (GUIMARAES-COSTA et al., 2012). Essas redes sdo
geradas por quase todas as células que apresentam um papel fundamental na
resposta imune (FIDELES et al., 2015).

Inicialmente descritas em neutréfilos, as redes extracelulares de neutrofilos
(NETs) sdo compostas por fibras de cromatina descondensada, revestidas com
histonas (H3 e H4 com modificagdes) e enzimas granulares de neutrdfilos, tais como
mieloperoxidase (MPO), elastase neutrofilica (NE) , catepsina G, lactoferrina e
catelecidinas (LL-37) (BRINKMANN et al., 2004; FUCHS et al, 2007;
PAPAYANNOPOULOS et al., 2010; PHAM, 2006; TRIPATHI et al., 2014).

Logo, estas estruturas séo liberadas em resposta a agentes infecciosos ou
mediadores inflamatérios, levando a captura e morte de micro-organismos
patogénicos (BRANZK et al., 2014; URBAN et al., 2009). Apesar da formacao das
redes extracelulares servir como uma armadilha para bactérias e outros patégenos,
sua producdo excessiva pode levar ao dano de diversos tecidos (KNIGHT;
CARMONA-RIVERA; KAPLAN, 2012; NARASARAJU et al., 2011; TRIPATHI et al.,
2014).

A formacao de redes extracelulares de DNA ndao é um mecanismo exclusivo
dos neutréfilos. Alguns estudos vém caracterizando a formacdo de estruturas
similares as NETs em macrofagos (METs), mastdcitos (MCETSs), baséfilos (BETs) e
eosinodfilos (EETs) (BRUNS et al., 2010; GOLDMANN; MEDINA, 2012; MORSHED et
al., 2014; MUNOZ-CARO et al., 2014). As redes extracelulares de DNA geradas por
macrofagos sé@o capazes de aprisionar e destruir uma variedade de bactérias
(MOHANAN et al., 2013).

Os mastécitos foram também descritos pela sua capacidade antimicrobiana
extracelular por intermédio da formagdo de “redes” de DNA e seus granulos
metacromaticos. Os baséfilos sdo capazes de gerar redes extracelulares de DNA, sob
condicoes de inflamacdo. As BETs contém DNA mitocondrial, e ainda nao foram
caracterizadas como contendo DNA nuclear e proteinas de granulos especificamente
expressas pelos basofilos como heparina, histamina, leucotrienos e tromboxanos
(MORSHED et al., 2014).
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Por fim, estudos mostram um mecanismo de ag¢ao extracelular por eosindfilos
para eliminar agentes infecciosos de forma rapida e eficiente (DWORSKI et al., 2011).

As redes extracelulares de DNA produzidas por eosinéfilos sdo compostas por
uma trama de fibras de DNA e proteinas de granulos especificos de eosindfilos, tais
como a proteina basica principal e a proteina catidénica eosinofilica (ECP). Essas
proteinas sao responsaveis por grande parte das fung¢des citotoxicas feitas pelos
eosindfilos, podendo ser protetoras contra helmintos e ao mesmo tempo nocivas, uma
vez que quando expostas ao meio extracelular, causam lesdes teciduais devido ao
efeito citotoxico nas células do proprio organismo (SPENCER et al., 2014). O DNA
expelido pelos eosindfilos, curiosamente, é de origem mitocondrial, parecendo nao
estar associado com a morte celular (YOUSEFI et al., 2009b). Um evento chave na
sinalizacado intracelular para a formacéo das EETs parece ser a ativagao da enzima
NADPH oxidase (KHAN; PALANIYAR, 2017). Essa enzima esta ligada a membrana
de neutrdfilos e de varias outras células (ARAI et al., 2014; MUNOZ-CARO et al., 2014;
OLAGNIER et al., 2014).

Portanto, uma vez que ocorra a inibicdo desta enzima por algum efeito
farmacoldgico ou genético, pode resultar na diminuigdo de precursores e mediadores
inflamatorios, entre eles as espécies reativas de oxigénio (ROS), que inibem
completamente a capacidade dos eosinéfilos em liberar EETs (ELLIS; MAYER,;
JONES, 1988; OSTAFIN et al., 2016; SIM et al., 2005). Além disso, estudos sugerem
que a atividade fagocitica dos eosindfilos € em grande parte limitada, quando
comparada a outras células fagociticas, sugerindo que sua atividade bactericida possa
ocorrer extracelularmente, provavelmente por intermédio da liberacdo de
EETs.(GUIMARAES-COSTA et al., 2012).

As redes extracelulares de neutréfilos (NETs) foram melhor descritas como
redes em teia de DNA associadas aos seus granulos especificos e azurdfilos
(elastase, mieloperoxidase, catepsina G, catelecidinas e defensinas, conhecidos
conjuntamente como complexo azuroma) ao ambiente extracelular; nesse processo
ocorrem modificagbes nas histonas (H3 e H4 principalmente) como a citrulinacgao,
acetilacao, fosforilacdo, para aumentar a atividade antimicrobiana feita pelo fator
PAD4 (Figura 2) (BRINKMANN et al., 2004; FUCHS et al., 2007; NEELI; KHAN;
RADIC, 2008; PAPAYANNOPOULOS et al., 2010; TRIPATHI et al.,, 2014) . No
processo ocorre a captura e destruicdo de patdégenos como virus, fungos e bactérias,

mas também ocorre a ativacdo de vias de estresse e morte celular promovidas por
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alarminas (como a LL-37, que sdo padrdées moleculares associados a dano celular)
que podem culminar com o desenvolvimento de IUpus eritematoso sistémico, gota (os
cristais de urato formados na gota desencadeiam as nets), artrite reumatoide, asma,
psoriase e outras condi¢cdes caracterizadas por autoimunidades (Figura 3). Esse
processo é desencadeado por sinais extracelulares propagados pelo receptor de
sinalizacdo extracelular (ERK) e/ou por vias ligadas ao PI3SK/AKT/mTOR com
participacdo de proteinas da autofagia (atg7, MAPLC3A/B) (BRUNS et al., 2010;
DOUDA et al., 2014b; FUNCHAL et al., 2015b; HAKKIM et al., 2011b; JORCH;
KUBES, 2017; SAITOH et al., 2012; SCHAUER et al., 2014; URBAN et al., 2009).

Figura 2 - Vias das NETs nuclear (litica ou netose) e mitocondrial (n&o litica, vital).
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Figura 3 - vias ativadas pela rota nox2 ROS, MEK/ERK, NE elastase neutrofilica, MPO
mieloperoxidase, histonas H3/4 citrulinada, ou via ativada pela SOD, mitoROS, canais
SK3, AKT. Os passos finais da integracao envolvem a ativacéao do complexo azuroma
(MPO, NE, Catepsina G (CG) e do fator PAD4 que culmina com a mobilizagdo do
citoesqueleto de actina e a liberag&o de histonas citrulinadas. A via também é ativada
ou inibida pela autofagia, pela via das PISBK/AKT/mTOR
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Fonte: PAPAYANNOPOULOS, 2017.

Os neutrofilos sdo efetores fundamentais da imunidade inata celular,
constituindo cerca de 70% de todos os leucécitos do ser humano. Essas células
podem ser encontradas na circulagao, onde vivem de seis a oito horas, e nos tecidos,
onde podem residir sete dias numa inflamacgéao aguda (JENNE et al., 2013b). Durante
o curso de uma infecgdo essas células estdo entre as primeiras a chegar aos sitios
inflamatérios, onde elas tém um papel chave na eliminagdo de micro-organismos
patogénicos e na producao de alarminas, agindo como pioneiros na resposta imune,
juntamente com as barreiras inatas naturais (JAILLON et al., 2013; MANTOVANI et
al., 2011). O mecanismo mais comum de eliminacdo de micro-organismos pelos

neutrofilos é a fagocitose (GRESNIGT et al., 2012). Apds o reconhecimento por
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receptores inespecificos de superficie de varredura dos neutréfilos, os patégenos séo
aprisionados em fagossomos e submetidos a defensinas antimicrobianas, enzimas e
espécies reativas do oxigénio (ROS), que levam a eliminacdo do micro-organismo
patogénico (MITROULIS et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

Apés a fagocitose, muitos neutréfilos sofrem apoptose, como forma de morte
celular limpa sem inflamacao (KATO; KITAGAWA, 2006) e sao eficientemente
fagocitados por macréfagos, prevenindo a liberagdo de proteinas neutrofilicas que
podem gerar danos teciduais pela continuidade da inflamacao (KOLACZKOWSKA et
al., 2015). Neutréfilos apoptéticos apresentam uma estrutura tipica, na qual ocorre
condensacgao da cromatina, fragmentagdo do DNA sem ruptura do envelope nuclear,
formacao de vacuolos no citoplasma, sendo que as organelas permanecem intactas
e h4 a exposigdo de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmatica
(YOON et al., 2014).

As NETs sao estruturas extracelulares que tém DNA como principal
componente de acdo e associadas a histonas e proteinas granulares e nucleares,
entre as quais algumas possuem atividade microbicida, como elastase,
mieloperoxidase, catepsina G, lactoferrina, gelatinase, catelecidina (BRINKMANN et
al., 2004, 2010; DELGADO-RIZO et al., 2017). O DNA e as histonas presentes no
nucleo do neutréfilo também possuem atividade bactericida principalmente apés a
citrulinacédo das histonas (CHEN et al., 2014). O DNA age como um agente catiénico
(quelante) devido ao seu esqueleto fosfodiéster, tornando-o capaz de romper
membranas de bactérias, como Pseudomonas aeruginosa (FARLEY et al., 2012;
HALVERSON et al., 2015; PINEGIN; VOROBJEVA; PINEGIN, 2015).

A atividade antimicrobiana das histonas tem sido observada ndo s6 para
bactérias, mas também para protozoarios, sendo que as histonas H2A e H2B reduzem
em até 50% a replicacdo de promastigotas de Leishmania spp (DESOUZA-VIEIRA et
al., 2016; ROCHAEL et al., 2015; WANG et al., 2011). A atividade microbicida dos
componentes das NETs e sua rede composta de DNA tornam essas estruturas
capazes de capturar e destruir patogenos (PAPAYANNOPOULQOS; ZYCHLINSKY,
2009).

A producdo de NETs é dependente de varios receptores da superfamilia de
imunoglobulinas Fc e receptores do tipo Toll (TLR) (HUANG et al., 2015; URBAN et
al., 2009). O processo de formagédo das NETs, chamado de NETose, € um processo
ativo que envolve o rearranjo da arquitetura nuclear, citoplasmatica e granular do
neutréfilo apds o rearranjo do citoesqueleto (KHAN; PALANIYAR, 2017). Desde 2004
trés modelos de NETose sao conhecidos: (i) a NETose suicida, com duracao de duas
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a quatro horas, é o modelo mais estudado, embora seu processo molecular ainda nao
esteja totalmente elucidado (AL-KHAFAJI; TOHME, 2016; JORCH; KUBES, 2017). A
NETose nesse modelo é dependente da producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Ocorre ruptura das membranas intracelulares e mistura dos componentes
nucleares e citoplasmatico seguida de desintegracdo da membrana plasmatica e
liberagdo das NEs (KOLACZKOWSKA et al., 2015; VOROBJEVA; PINEGIN, 2014);
(i) a NETose vital, em que os neutrdéfilos liberam NETs sem ruptura da membrana
nuclear ou plasmatica, ocorre entre 5-60 minutos e é independente da producao de
ROS. A liberagcdo do DNA nuclear ocorre devida a trés mudangcas no arcabouco
celular: crescimento do envelope nuclear com liberagdo de vesiculas,
descondensacao nuclear e rompimento do envelope nuclear. Apds a liberagdo das
NETs esses neutréfilos, ainda vivos, sdo capazes de fagocitar patégenos e sua vida
util ndo é afetada pela perda de DNA (BRANITZKI-HEINEMANN et al., 2016; DESAI
et al.,, 2016; DOUDA et al., 2015); e (iii) o ultimo modelo descrito € outro tipo de
NETose vital, que é dependente de ROS e ocorre a liberacdo de DNA mitocondrial ao
invés de DNA nuclear. Esse processo consiste na liberagdo de NETs em 15 minutos,
apds reconhecimento do fator do complemento C5a ou lipopolissacarideo (LPS)
(DWORSKI et al., 2011; YOUSEFI et al., 2008, 2009a).

Estudos demonstram que o processo de NETose difere dos processos de
apoptose e necrose por apresentar caracteristicas morfolégicas distintas.
Diferentemente da morte celular limpa que forma apoptossomos (estruturas prontas
para a fagocitose que alertam o sistema de defesa sobre a integridade alterada da
membrana plasmatica), durante a formacdo das NETs ndo ha exposicao de
fosfatidilserina na membrana celular ou fragmentacdo de DNA, bem como perda da
permeabilidade celular, caracteristicas classicas de necrose e apoptose (FUCHS et
al., 2007; LIM et al., 2017).

Neutréfilos sob estimulos diferentes (IL-8, LPS, PMA, bactérias, fungos,
plaquetas ativadas, AGES (produtos de glicagdo avancada), cristais de urato iniciam
um processo ativo, levando a formacao das NETs, as quais poderdo ocasionar sua
morte. Alguns estimulos, como forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), induzem NETs
dependentes da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
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3.1NETs e Virus

Neutréfilos sdo recrutados para sitios da infeccao viral, mas seu papel durante
a infeccao ainda nao foi elucidado. In vivo a formacao das NETs é dependente da
enzima PAD4, responsavel pela citrulinagdo das histonas, com consequente
descondensacao do DNA, levando a formacédo das NETs (KOLACZKOWSKA et al.,
2015; MARTINOD et al., 2016; RAO et al., 2012).

Em alguns estudos utilizando virus Influenza foi demonstrado que neutréfilos
sdo importantes em limitar a replicagdo viral, enquanto em outros estudos, o
recrutamento de neutréfilos resultou em aumento da morte celular epitelial, ou seja,
dano tecidual ou escape viral, atuando como cavalo de Troia (veiculo para eficiente
disperséo e replicagédo), replicando no neutréfilo (CORTJENS et al., 2016; JENNE et
al., 2013; NARASARAJU et al., 2011; SAFFARZADEH et al., 2012).

A interacao entre neutrofilos e os virus € menos explorada do que aquelas
envolvendo patégenos maiores, especialmente no que diz respeito a geracao das
NETs. Um estudo de 2010, utilizando felinos infectados com o Virus da Leucemia
Felina (FeLV), demonstrou que a producdo de NETs pode ser estimulada pela
infeccao viral (WARDINI et al., 2010). Foi demonstrada a competéncia do virus hRSV
(virus sincicial respiratorio) em induzir a liberagdo de NETs por neutrofilos em
humanos. Neste estudo, a proteina de fusdo do virus foi um estimulo indutor das NETs
assim como os estimulos classicos como o PMA e LPS. Foi verificado que as NETs
apresentavam DNA nuclear como componente predominante, além de
mieloperoxidase e elastase neutrofilica (FUNCHAL et al., 2015).

Saitoh e colaboradores mostraram em experimentos ex vivo, que durante uma
infecgéo por HIV-1 (Virus da Imunodeficiéncia Humana do Tipo-1), ha envolvimento
de neutrofilos na resposta imunologica do hospedeiro e, por microscopia eletrénica,
detectaram particulas do virion aprisionadas pelas NETs. Além disso, foi observado
que a eficiéncia de infeccao do HIV-1 diminuia significativamente apo6s ser capturado
pelas NETs, mostrando seu papel na inativagdo das particulas virais (SAITOH et al.,
2012), o que foi confirmado in vivo na mucosa vaginal humana (BARR et al., 2018).
Em outro estudo foi demonstrado haver uma maior ocorréncia de NETs em individuos
com inflamacdo nas vias aéreas inferiores durante a infeccdo pelo virus H1N1
(Influenza A) (NARASARAJU et al., 2011).
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3.2Doencas agravadas pelas NETs

Além da sua fungdo antimicrobina, as NETs também possuem um lado
deletério para o corpo, podendo causar graves doencas, pois a citotoxicidade das
NETs pode ser prejudicial para o hospedeiro. A formagédo excessiva de NETs é
observada em varias doencgas, incluindo lupus, gota, asma, vasculite, sepse e cancer,
sendo, no Ultimo caso, a elastase uma das principais proteinas que facilitam a
migracao pelos outros tecidos na metastase (COOLS-LARTIGUE; SPICER, 2013;
KNIGHT; CARMONA-RIVERA; KAPLAN, 2012). As NETs induzem ativagao
plaguetaria, que pode levar a disturbios de coagulacdo e trombos vasculares
(ETULAIN et al., 2015; JORCH; KUBES, 2017). A netose ainda tem sido associadas
ao desenvolvimento e complicagdes de doengas respiratérias como asma e doencga
obstrutiva pulmonar crénica. Quando exaustivamente recrutados para o tecido
pulmonar em resposta a uma infecgcéo, os neutréfilos podem romper a microcirculagao
alveolar e induzir ocorréncia de NETose. Pacientes com disfungdes pulmonares
demonstram niveis mais elevados de DNA extracelular do que pacientes com doencgas
pulmonares moderadas, demonstrando que as NETs participam efetivamente da
obstrucao do fluxo aéreo perpetuando a resposta inflamatéria crénica (DWORSKI et
al., 2011; GRABCANOVIC-MUSIJA et al., 2015; PEDERSEN et al., 2015).

3.3Controle e contencao das NETs

Autofagia e apoptose sdo vias pelas quais os virus e outros patégenos
escapam das NETs e subvertem a resposta imune reduzindo a inflamacédo e a
resposta antiviral por interferon alfa (AGUIRRE; FERNANDEZ-SESMA, 2017; CHENG
et al., 2016; HE et al., 2016). Séo, entretanto, vias de prevencao das autoimunidades
geradas pelas NETs, pois inibem o estresse oxidativo e promovem a limpeza da area
afetada retirando as alarminas, promovendo o reparo tecidual em associacao aos
macréfagos e atuando na resolucao da inflamacgao (Figura 4, 5, 6 e 7 detalham os
processos) (GALLUZZI et al., 2017; HEATON; RANDALL, 2011; MITROULIS et al.,
2010). As doencas causadas por zika, dengue e Mayaro apresentam sintomas
distintos que se agravam em alguns casos dependendo da susceptibilidade do
sistema imune do hospedeiro. Porém os biomarcadores de susceptibilidade sdo pouco
conhecidos, sabe-se que ocorre a estimulagao completa da via das nets em individuos
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com casos graves de dengue, e que a vacina comercial desenvolvida ndo pode ser
administrada faixas de idade com baixa imunidade. Por outra lado h& predominancia
de autofagia e rotas de inibicdo das nets em gravidas com zika, e o grande desafio é

caso essa epidemia volte é conter um virus num sistema imune comprometido.

Figura 4 - Integracdo das vias de NETSs, autofagia e apoptose: o PMA estimula as
NETs pela acao da NADPoxidase 2 (Nox2) e o escape, caso a apoptose seja ativada
inibindo o estresse oxidativo. O DPI € mostrado como um inibidor da rota do estresse
pela inibicao da Nox2 e das NETs geradas por ROS, e como um indutor da autofagia.
O inibidor da autofagia wortmannin inibe toda a cascata pois atua nos receptores
comuns da inducéo das NETs e autofagia pelo PMA. A seta com X sob inibidor, indica
inibicdo do inibidor da apoptose, e a consequente ativacao da apoptose.
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Figura 5 - Vias de integracado da apoptose, que ocorre mediante a dano mitocondrial
(alarminas), estresse oxidativo (ROS), exposicao da fosfatidilserina no folheto externo
da membrana plasmatica (alarminas) e clivagem da caspase 3 (marcador final das
vias convergentes das caspases). Também é mostrado que a mitocondria danificada
pode desencadear a formacéo de autofagolisossomos desencadeando a apoptose ou
autofagia de forma independente das caspases.
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Figura 6 - Analise de estresse oxidativo em mondcitos submetidos ao virus Dengue,
demonstrando o virus escapando da morte (gerada pela apoptose conforme o
caminho d) que seria ativada por ros (através de NF-KappaBeta nos caminhos b e c)
através da expressao do Nrf2 (caminho das letras e,f) que atua no sistema
antioxidante da célula, inibindo o complexo NADPH oxidase composto pelas proteinas
p47, p40, p67, p22 (mostradas em a).
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Fonte: OLAGNIER et al., 2014.
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3.4NETs em doencas causadas por Flavivirus

Em casos graves de dengue, ha a confirmacao de neutropenia, inducao de
degranulacao dos neutréfilos e niveis elevados de elastase, além de ativacao das
proteinas MAPK e AKT, o que sugere que os virus Dengue podem deflagrar as NETs
pelos danos (alarminas) gerados ao nao serem limpos pelo corpo levando a
manifestacdes graves e ao 6bito (HOANG et al., 2010). Esse processo é diretamente
associado ao agravamento dos casos de dengue, que podem estar relacionados aos
casos mais severos da doenga, confirmando que as NETs sdo ativadas
(OPASAWATCHAI et al., 2019).

3.5NETs em Zika

Para os individuos infectados com Zika, foi confirmada apenas a neutropenia
e nada se sabe sobre as NETSs, principalmente no contexto fetal, que é ativada em
condicoes patoldgicas como abortos por pré-eclampsia (GUPTA et al., 2005). Porém
as vias de apoptose e autofagia vém sendo bastante discutidas em relacdo ao escape
viral (FERNANDES et al., 2017; ZHANG; LI; YUAN, 2017). Esses processos de morte
celular limpa (sem inflamacao) sao ativados pelo braco regulador da imunidade e séo
fundamentais para o progresso da gravidez, visto a necessidade do nao
reconhecimento do feto como nao préprio pelo sistema imune materno porém, o Zika
burla esse sistema e replica usando justamente a tolerancia como escape (ZHANG;
LI; YUAN, 2017).

A via completa de escape do virus Zika em precursores de neurbnios ja foi
descrita em relagcdo ao proteoma, sinalizagdo, precursores, proteinas virais com a
participacdo de mais de 40 proteinas, mas nada se sabe dessa via em relagéo a
resposta imune com a participagao de neutréfilos, (figura 8) (SCATURRO et al., 2018).

3.6 Autofagia

Os estimuladores da autofagia normalmente sdo os mesmos que sao usados
nas vias necessarias para formar as NETs como o FLMP, PMA, Zymosan e LPS. As
vias inflamatdrias, quando ativadas pelos TLRs na imunidade inata, devem ser
rapidamente contidas em casos estéreis de inflamacado para a manutencdo da
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homeostase do sistema imune e do corpo, sendo a autofagia o principal regulador
desse processo (Figuras 9 e 10) (ITAKURA; MCCARTY, 2013).

Figura 7 - Etapas de formacao da autofagia e fatores envolvidos. Nesse esquema é
mostrada a via PI3K na inducéo, a etapa de elongacao promovida pelas MAP1LC3-
I/ll e os ATGs, e a etapa de maturacao e formacao dos autofagolisossomo. A autofagia
regula diferentes fases do sistema imunolégico desde a hematopoese na medula,
fagocitose, apoptose, apresentacao de antigenos pelas APCs, producéao de citocinas

e inflamacao e morte celular.

1. Induction/Initiation 2. Elongation 3. Maturation and fusion with lysosome
Autophagolysosome
ULK complex @

PI3 Kinase\

complex

=
‘
1

Lysosome

Isolation Autophagosome

Hameene Phagophore

Fonte: KINSELLA; NEHLS; STALLINGS, 2018.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral:

Avaliar a influéncia do virus Zika (ZIKV) nas vias que contribuem para a
formacao de redes extracelulares de neutréfilos (NETs) em humanos saudaveis, ex

Vivo.

4.2 Objetivos Especificos:

4.2.1 Avaliar a formagéo de NETs induzida por ZIKV;

4.2.2 Avaliar o processo de autofagia em presenga de ZIKV;

4.2.3 Avaliar a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em presenca de
ZIKV e consequente ativacao das vias de eliminacéo viral (ERK ou AKT);

4.2.4 Avaliar a inducao de apoptose por ZIKV.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1Cepas Virais

Os virus Zika utilizados neste trabalho foram cedidos pelo Professor
Rafael Franca (Fiocruz/PE) e isolados de individuos infectados no Brasil. O estoque
viral foi propagado em células C6/36 isoladas de Aedes albopictus e titulado em
células VERO (CALEGARI et al., 2016).

5.2Purificacao de neutréfilos

Para analisar o efeito do ZIKV foram incubados neutréfilos purificados
do sangue de nove doadores voluntarios saudaveis (projeto registrado na UFV, com
o numero 21213268414). Os neutrofilos foram purificados por centrifugagdo com
gradiente de Mono-Poly Resolving Media: (M-PRM; MP Biomedicals) e cultivados em
meio minimo DMEN 2% (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) por quatro horas (37°C
5% de CO2 com ZIKV.

5.3Microscopia de epifluorescéncia

Foram utilizados virus com multiplicidade de infeccado dez (Multiplicity Of
Infection - MOI 10) sobre um total de 3 x 10° neutréfilos pré-aderidos com 0,01% v/v
de Poly-L-Lysina (Sigma). Como controles positivos foram usados indutores de NETs
e autofagia como o PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate sigma) (100 ng/ml), FMLP
(N-Formyl-Met-Leu-Phe2 Sigma) (5 mg/mL), Zymosan (Sigma) (ligante dos TLR’s 2 e
6) ou indutor de estresse oxidativo (ROS) como o perdxido de hidrogénio (Sigma)
(REMIJSEN et al., 2011). O controle negativo adotado foi 0 mesmo sobrenadante da
cultura de células (SCC) usado para o virus, além dos inibidores DPI ou seu analogo
DIP (PAPAYANNOPOULOS, 2017b). Apds quatro horas, os neutroéfilos foram fixados
em paraformaldéido 4% por vinte minutos, lavados em HBSS, e corados com DAPI
(diamidino-2-fenilindole Biotium, Inc., Hayward, CA, EUA) (1:10000) ou Acridine
Orange (AO) (1:10000) (Thermo Fisher Scientific, Inc.) foi diluida (1/100) a partir da
solucao de estoque na concentragdo de 1 mg/mL. A montagem foi feita em laminas


https://www.atcc.org/Products/All/CRL-1660.aspx
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foscas com meio de montagem sacarose 50% e avaliados em microscopio de

fluorescéncia Olympus BX 53 (Olympus, Tokyo, Japan).

5.4lmunomarcacao para elastase, histona e virus

A imunomarcacgao foi realizada para histona H4 acetilada, elastase
neutrofilica humana, além do nucleo por DAPI, e repetido com marcacoes duplas de
anticorpos para a deteccdo da proteina E utilizando anticorpo monoclonal
Panflavivirus e da via de morte celular analisada para detecgdo da ERK 1/2, virus e
DAPI. Foi realizada a andlise das imagens mediante a captura de fotos usando o
EvosFL ou o microscépio monocromatico Olympus BX 53 e 6leo de imersao, quando
necessario. As imagens foram processadas usando o Adobe Photoshop®ou o ImageJ
(https://imagej.nih.gov/ii/) (AGUIRRE et al., 2017; KRAAIJ et al., 2016).

5.5Ensaio de ROS

Neutréfilos (2 x 10° células/microtubo) foram pré-tratados com DPI (10 uM) e
estimulados com ZIKV por sessenta minutos a 37 °C sob 5% de CO2. Posteriormente,
as células foram incubadas com 0.5 yM DCFDA por trinta minutos a 37 °C sob
atmosfera de 5% de COz2. A produgéo citosélica de ROS foi mensurada por citometria
de fluxo usando o FACSverse (Becton Dickinson) e analisadas utilizando o software
FlowJo v7.5.

5.6 Quantificacao do DNA extracelular

Foi feita a quantificagdo das NETs pela andlise de imagens obtidas como
descrito no item 5.4 e foi avaliada a area de duzentos e cinquenta ndcleos por grupo
usando um total de mil fotos de neutréfilos a magnificagdo de 400X através do
software Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Para a
quantificacdo especifica do conteudo de DNA, foram novamente co-incubados os
virus e neutréfilos em placas pretas de 96 pocos por quatro horas seguindo os
procedimentos de tratamento com 16 uM DPI (controle negativo), 100 U/ml DNase |
(controle de artefatos em relagdo a ligantes inespecificos do DNA), PMA (controle
positivo) e as concentragdes de virus e neutréfilos com MOI (multiplicity of infection)


https://imagej.nih.gov/ij/
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10. Para quantificacdo do DNA foram adicionados 2ug de iodeto de propideo e a
fluorescéncia mensurada nos comprimentos de onda (excitacdo 544 nm, emisséo
612) utilizando leitor de fluorescéncia de microplaca (Spectramax plus 384, BMG
Labtech, Germany).

5.7 Caspase 3 clivada na apoptose

Fez-se o ensaio de apoptose usando a marcacgao da clivagem da caspase 3 e
mediante detecc¢ao do virus ZIKV ambos por anticorpos conforme protocolo da bula
dos anticorpos, incubados por duas horas, lavado e incubado por mais duas horas
com o anticorpo secundario conjugado com FITC (murino) e TRITC (coelho)
respectivamente de forma semelhante ao descrito para células de cultura de pulmao
(FRUMENCE et al., 2016).

5.8 Ensaio de sinalizacao

Mediante incubagédo das células com estimulos virais (MOl 10) seguindo o
protocolo j& descrito por duas e quatro horas e a adicao de p-ERK-FITC (Biolegend)
e p-AKT-PE (R&D system) conforme bula, as células foram incubadas em presenca
de anticorpos por quinze minutos e lavados por centrifugacdo com a troca do meio. A
ativagdo das vias da MAPK e da AKT-PI3K em neutrofilos foi medida por FACS
(DOUDA et al., 2014a; HAKKIM et al., 2011a), como controle foram usadas células
nao estimuladas e monodansylcadaverina (MDC ou CAD) (BALAJTHY et al., 2006).
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6 RESULTADOS

6.1Visualizacao de NETs

Através da Imunofluorescéncia com marcadores especificos para o ZIKV
podemos notar a formacéo de NETs e a colocalizagdo da proteina E e da histona H4
(Figura 8).

Figura 8 - Imunofluorescéncia dos marcadores especificos de NETs figura A merge,
os ZIKV foram visualizados na teia das NETs pela detecgéo da proteina E viral figura
B (FITC), histona H4 acetilada (TRITC) figura C, em D DAPI, em E observamos o
controle negativo merge na figura E, em F observamos auséncia de marcacao da
proteina E (FITC) e em F, a presenga de marcagao da histona H4 (TRICT) dentro do
neutrofilo, em G e H DAPI.
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6.2Visualizacao de NETs e Autofagia

Para evidenciar a correlagdo, entre NETs e autofagia podemos observar a
colocalizacao entre ZIKV/NET/MAPLC3 (Figura 9) evidenciado dessa maneira a

correlagéo entre ZIKV e o processo de autofagia.

Figura 9 - Correlacdo NETs e autofagia por Imunofluorescéncia dos marcadores
especificos figura A, proteina E (FITC) na teia das NETs figura B, autofagia marcada
pela MAPLC3-A/B (TRITC) figura C, e dapi (DNA) figura D, controle negativo meio
figura E auséncia de NETSs, figura F auséncia de marcacgao da proteina E (FITC), figura
G auséncia de marcacéao para autofagia (TRITC) e auséncia de NETs no dapi figura
H.
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6.3Correlacao NET producao de ROS, e sinalizacao pERK e pAKT

Os indicadores de estresse oxidativo foram medidos pela oxidacao da DCFDA
(ROS total) gerados pela comparacao dos tratamentos contendo Zika, os controles
sobrenadante de cultura celular SCC e indutores Zymosan ou perdxido de hidrogénio
(figura 10 A e B). Os resultados sao observados na figura 13, que mostra que a
oxidacao da DCFDA, ou seja, o estresse gerado pelo Zika € menor do que o peréxido
(Figura 10A) e maior que o controle negativo SCC em neutrdfilos. A atividade da
peroxidase foi maior com a estimulagdo de MOI 10 do zika em relagdo ao controle

SCC e ao perdxido em neutréfilos (Figura 10B).

Figura 10 - Estresse oxidativo e sinalizagcdo foram medidos por FACS, pela oxidagao
da DCFDA (ROS total) pela comparacao dos tubos contendo Zika (P<0,05) e com os
controles sobrenadante de cultura celular SCC e indutores Zymosan ou perdxido de
hidrogénio figura A e B separadas por ANOVA e teste de Tukey. A figura 10A mostra
que a oxidagcao da DCFDA, ou seja, o0 estresse gerado pelos tubos com Zika € menor
do que o perdxido (*** P<0,001) (10a) e maior que o controle negativo SCC (#) em
neutrofilos. A atividade da peroxidase foi maior com a estimulagdao de MOI 10 do zika
em relacdo ao controle SCC e em neutréfilos (figura 10B), mesmo adicionado DPI
(inibidor da NADPoxidase).
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Os resultados foram semelhantes para a proteina pERK associada ao estresse
oxidativo e ativagcédo das vias de NETs (Figura 11A). A via pAKT também foi ativada
junto com a via da pERK (Figura 11B) em duas horas de estimulagdo. Com quatro

horas a estimulacdo é maior apenas em relacao ao inibidor CAD (figura 11C).

Figura 11 - Os resultados foram semelhantes a proteina pERK associada ao estresse
oxidativo e ativagao das vias de NETs na (figura 11A), zika (p<0,05) se comparada ao
controle negativo e a CAD. A outra via pAKT também foi ativada junto com a via da
PERK (figura 11B) em duas horas de estimulacao pelo zika se comparado ao controle
negativo. Com quatro horas, a estimulacao das vias é maior apenas em relagdo ao
CAD (#) (figura 11C).
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6.4 Analise de apoptose.

Foi visualizada marcacao de proteina de apoptose por imunofluorescéncia dos
marcadores especificos, a proteina E do ZIKV em verde por FITC, em associacao a
apoptose marcada pela caspase 3 clivada TRITC (Figura 12). Nao houve diferenga
entre a quantificacdo de Annexin V entre o grupo controle e o grupo ZIKV (dados nao
mostrados) o que indica que o processo de apoptose néo € estimulado por ZIKV e que

as respostas de NETs ndo sofrem escape por essa via.

Figura 12 - Imunomarcacao de proteina de apoptose por Imunofluorescéncia dos
marcadores especificos figura A merge (B, C e D), a proteina E do ZIKV (FITC) figura
B, apoptose marcada pela Caspase 3 clivada (TRITC) figura C, em 12D DAPI, em E
& mostrado o controle negativo em merge das figuras F,4G e 4H, em F a auséncia de
marcacao da proteina E (FITC) e em G, a presenca de marcacao de apoptose também
no controle (TRITC), e H dapi DNA.
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7 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a apresentar estimulacdo das vias de estresse
oxidativo em neutrofilos por Zika, aumento da atividade da mieloperoxidase, ativagao
simultanea das vias da ERK e AKT e ativacao das vias de NETSs (histona H4 acetilada)
e autofagia (MAP LC3A/B) em neutréfilos humanos infectados com virus Zika. Esse
processo sofre interferéncia quando utilizamos o inibidor das transglutaminases como
a mono-dansyl-cadaverina (CAD) que indica que o mesmo intervém nas vias de
autofagia e infecgao viral, avaliados no presente trabalho. A marcagéo para apoptose
nao diferiu do controle o que indica que esse processo nao interfere na formacao das
NETs e ndo é usado como escape viral.

Os eventos de fosforilagdo especificos ao longo de vias de sinalizagdo foram
descritos para Zika em precursores de neurdnios destacando a modulagcido de
processos-chave como ATM, AKT-mTOR e cascatas de sinalizagcdo ERK-MAPK
(SCATURRO et al., 2018).

Na literatura foi identificada uma forte regulagéo negativa da via de sinalizagao
AKT-mTOR, como indicado pela desfosforilacdo de substratos AKT1 conhecidos (por
exemplo, DNMT1, TBC1D4 e LARP®6), alvos mTOR (por exemplo, ANKRD17, LARP1,
PATL1 e EEF2K), a cinase central S6K e sua principal proteina efetora S6, cuja via é
descrita em outro estudo (ZENG et al., 2016). Consistente com esses resultados, foi
encontrada fosforilagdo aumentada de proteinas, como o regulador negativo da
autofagia DAP, em residuos de aminodacidos conhecidos por inibirem a funcao
supressora da proteina, o que € consistente com a nocdo de que a autofagia é
induzida apos infecgao por ZIKV consoante com varios trabalhos (HAMEL et al., 2015;
ZHANG; LI; YUAN, 2017). Os autores observaram que o ZIKV regrediu a via de
sinalizagdo MAPK-ERK, desde A-RAF e ERK2, bem como varios substratos a jusante.
As cinases ERK1/2 (EIF4AEBP1, BAZ1B e TWIST) foram significativamente
desfosforiladas na infeccao pelo ZIKV (SCATURRO et al., 2018), sendo o primeiro
estudo a mostrar o efeito inibitdrio dessa via, entretanto o resultado do presente
trabalho, que apresenta estimulagcao das vias em neutréfilos, foi o bem diferente como
mostrado pela proteina pERK num modelo ex vivo de neutréfilos purificados em
humanos adultos saudaveis. O que é explicado pela divergéncia de sintomas
causados pelo virus no adulto e no feto: no adulto, o virus migra para 6rgaos
imunoprivilegiados e escapa da acao dos neutréfilos observada no presente trabalho.
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Nas células de Miuller (células gliais da retina ricas em AXL e altamente
permissivas ao ZIKV), a via da MAPK p38 ¢ ativada sendo responsavel pelos sintomas
de conjuntivite do ZIKV, a inibicdo da via reduz os sintomas pré-inflamatérios dessa
regidao (ZHU et al., 2017).

As vias ERK1/2 e mTOR convergem na S6K e modulam sua fosforilagao,
sugerindo multiplos mecanismos possiveis que poderiam contribuir para a expressao
positiva induzida pelo ZIKV na autofagia, com diminuicao da proliferacao de hNPC e
comprometimento da neurogénese (SCATURRO et al., 2018). No presente trabalho o
efeito da ativagdo da autofagia nos neutréfilos provocou o efeito oposto, as vias da
ERK e AKT foram estimuladas com o ZIKV, indicando que as NETs prevalecem em
relacdo as vias de escape (a apoptose foi idéntica aos controles no presente trabalho)
e sdo possivelmente a causa da efetividade da resposta imunoldgica do Zika em
adultos. Mais estudos sao necessarios para entender quais as vias e quais fatores
levam a inibicdo das vias de NETs e infecgéo viral nas pessoas susceptiveis ao virus
na fase adulta.

A neutropenia é caracterizada como um risco em pacientes com ZIKV ja que
0s neutrofilos sdo vistos como células capazes de defender a mucosa dos 6rgéaos
sexuais de outros virus como o HIV, estimulando células dendriticas a ativarem as
NETs e a destruirem o virus HIV, porém isso ainda nao foi mostrado para o ZIKV
(BARR et al., 2018; GOVERO et al., 2016). Mais estudos devem ser feitos em relagao
a transmissao do ZIKV em mucosas sexuais para saber se as NETs sdo efetivas na
defesa dessa regido. Propomos que a neutropenia observada em pacientes com ZIKV
pode ser explicada pela rapida estimulacao das vias de NETs e autofagia levando a
morte celular dos neutrofilos.

A estimulacao simultdnea da autofagia e das NETs pelo ZIKV em neutrofilos,
demonstrada pela estimulagdo de vias de ROS, ERK fosforilada e AKT fosforilada é
indicativo de que nao ocorre escape da via de NETs ex vivo pelo ZIKV por apoptose.
Um estudo avaliou que essas vias sao inibidas pelo virus da hepatite B no qual ocorre
escape viral das NETs pela redugédo da ROS, inibicdo da via da ERK e auséncia de
marcacao da MAPLC3A/B (HU et al., 2019). A Unica forma de escape possivel é o
escape do ZIKV para os 6rgaos imunoprivilegiados, em que existe pouca ou nenhuma
acao de neutrdfilos, e, com isso, é possivel escapar das NETSs.

Outro mecanismo de escape usado pelo HIV ocorre através da acao da lectina
CD209, também conhecida como DC-SIGN (receptor do ZIKV e HIV), um mecanismo
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de inibicdo das NETs pela inducao da secrecao de IL10 por outras células do sistema
imune, como as células dendriticas que inativam a resposta celular dos neutréfilos
(SAITOH et al.,, 2012). Esse mecanismo de escape ndo funciona no aparelho
reprodutor, e as NETs s&o capazes de defender a mucosa vaginal do ataque inicial
do virus HIV (BARR et al., 2018), a mesma lectina DC-SIGN é um dos receptores do
ZIKV (HAMEL et al., 2015; WANG et al., 2016).
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8 CONCLUSAO

Foi evidenciada a ocorréncia de uma via capaz de eliminar o ZIKV usando a
autofagia e NETs;

N&o foram encontrados dados conclusivos de que o ZIKV possui-se qualquer
via de escape dos neutréfilos humanos avaliados dentro do desenho experimental
desse estudo, visto que a apoptose ndao se modificou na avaliacao;

Pode-se concluir que o zika estimula vias de estresse oxidativo em neutréfilos

que culminam nas NETs com autofagia e sem significativa ativacao de apoptose.
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